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BESCHREIBUNG 

Neuer Wachstums-/Dif f erenzierungsf aktor der 
TGF-B-Familie 

Die vorliegende Erfindung betriffc einen neuen Wachstums/Dif - 
f erenzierungsf aktor der TGF-S-Familie und dafiir codierende 
DNA-Sequenzen . 

Die TGF-fi-Familie von Wachstumsf aktoren, zu der BMP- , TGF- 
und Inhibin-verwandte Proteine gehoren (Roberts und Sporn, 
Handbook of Experimental Pharmacology 95 (1990) , 419-472) ist 
besonders fur einen weiten Bereich medizinischer Behandlungs- 
methoden und Anwendungen relevant. Diese Faktoren eignen sich 
in Verfahren, welche die Wundheilung und die Gewebewiederher- 
stellung becreffen. Weiterhin induzieren mehrere Mitglieder 
der TGF-£-Familie das Gewebewachstum, insbesondere das Wachs- 
tum von Knochen und spielen daher eine zentrale Rolle bei der 
Induzierung der Entwicklung von Knorpeln und Knochen. 

Wozney (Progress in Growth Factor Research 1 (1989) , 257-280) 
und Vale et al . (Handbook of Experimental Pharmacology 95 
(1990), 211-248) beschreiben verschiedene Wachstumsf aktoren, 
wie etwa diejenigen, die mit der BMP- (knochenmorphogenet ische 
Proteine) und der Inhibin-Gruppe verwandt sind. Die Mitglie- 
der dieser Gruppen weisen signifikante strukturelle Ahnlich- 
keiten auf . Der Vorlaufer des Proteins besteht aus einer 
aminoterminalen Signalsequenz , einer Propeptid- und einer 
carboxyterminalen Sequenz von etwa 110 Aminosauren, die vom 
Vorlaufer abgespalten wird und das reife Protein darstellt . 
Weiterhin sind ihre Mitglieder durch eine Aminosauresequenz - 
homologie definiert. Das reife Protein enthalt die am hoch- 
sten konservierten Sequenzen, insbesondere sieben Cystein- 
reste, die unter den Familienmitgliedern konserviert sind. 
Die TGF-fi-art igen Proteine sind multif unkt ionelle , hormonell 
aktive Wachstumsf aktoren . Sie weisen auch verwandte biolo- 
gische Aktivitaten, wie etwa chemotakt ische Attraktion von 
Zellen, Forderung der Zelldif f erenzierung und Gewebe-induzie- 
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rende Fahigkeiten, wie etwa Knorpel-, Knochen- induzierende 
Fahigkeiten auf . Das US-Patent Nr. 5,013,64 9 offenbart DNA- 
Sequenzen, die fur osteoinduktive, als BMP-2 bezeichnete 
Proteine codieren, und die US-Patentanmeldungen Serien Nr. 
179 101 und 170 197 offenbaren die BMP-Proteine BMP-1 und 
BMP-3. Weiterhin sind viele Zelltypen zur Synthese TGF-S- 
artiger Proteine in der Lage, und praktisch alle Zellen 
besitzen TGF-S-Rezeptoren . 

Insgesamt zeigen diese Proteine Unterschiede in ihrer Struk- 
tur, was zu erheblichen Variationen in ihrer genauen biologi- 
schen Funktion f uhrt . Weiterhin werden sie in einem weiten 
Bereich unterschiedlicher Gewebearten und Entwicklungsstuf en 
gefunden. Folglich konnen sie Unterschiede hinsichtlich ihrer 
genauen Funktion, z.B. der erf orderlichen zellularen physio- 
logischen Umgebung, ihrer Lebensdauer , ihrer Zielorte, ihrer 
Erf ordernisse fur Hilf sf aktoren und ihrer Bestandigkeit gegen 
Abbau aufweisen. Obwohl daher zahlreiche Proteine, die ein 
Gewebe- induktives , insbesondere ein osteo-induktives Poten- 
tial zeigen, beschrieben werden, mussen ihre naturlichen 
Aufgaben im Organismus und - noch bedeutsamer - ihre medizi- 
nische Relevanz im Detail noch erforscht werden. Das Vorhan- 
densein von noch unbekannten Mitgliedern der TGF-S-Familie , 
die fur die Osteogenese oder die Dif f erenzierung/Indukt ion 
von anderen Gewebearten bedeutsam sind, wird mit grofier 
Wahrscheinlichkeit angenommen . Eine groSe Schwierigkeit bei 
der Isolierung dieser neuen TGF-S-art igen Proteine besteht 
jedoch darin, dafi ihre Funktionen noch nicht genau genug fur 
die Entwicklung eines unterscheidungskraf tigen Bioassays 
beschrieben werden konnen. Andererseits ist die erwartete 
Nukleotidsequenzhomologie zu bekannten Mitgliedern der Fami- 
lie zu gering, urn ein Screening durch klassische Nukleinsau- 
rehybridisierungstechniken zu ermoglichen . Dennoch ist die 
weitere Isolierung und Charakterisierung von neuen TGF-S- 
artigen Proteinen dringend erf orderlich, urn weitere Induzie- 
rungs- und Dif f erenzierungsproteine bereitzustellen, die alle 
gewiinschten medizinischen Erf ordernisse erfvillen. Diese 
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Faktoren konnten medizinische Anwendung bei der Heilung-von 
Schaden und der Behandlung von degenerat iven Erkrankungen der 
Knochen und/oder anderen Gewebearten, wie etwa z.B. Niere 
oder Leber, finden. 

In der Patentanmeldung PCT/EP93/00350 ist eine Nukleotid- und 
Aminosauresequenz fur das TGF-S-Protein MP-52 angegeben, 
wobei die dem reifen Peptid entsprechende Sequenz und ein 
GroSteil der dem Propeptid von MP-52 entsprechenden Sequenz 
angegeben ist. Die vollstandige Sequenz des Propeptids MP-52 
wird nicht offenbart. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe 
besteht darin, DNA-Sequenzen bereitzustellen, die fur neue 
Mitglieder der TGF-S-Proteinf amilie mit mitogenem und/oder 
dif f erenz ierungs - indukt iven , z.B. osteo-induktivem Potential 
codieren. Insbesondere besteht die Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung darin, die vollstandige DNA- und Aminosauresequenz 
des TGF-Proteins MP-52 bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein DNA-Molekul, das fur ein 
Protein der TGF-S-Familie codiert und 

(a) den fur das reife Protein codierenden Anteil und gegebe- 
nenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 
gezeigten Nukleotidsequenz , 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz, 

(c) einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) 
und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, oder 

(d) eine mit einer der Sequenzen aus (a) , (b) oder (c) 
hybridisierende Sequenz umfaSt 

unter der Voraussetzung, daS ein DNA-Molekul gemafi (d) zumin- 
dest den fur ein reifes Protein der TGF-S-Familie codierenden 
Anteil enthalt . 

Weitere Ausf uhrungsf ortnen der vorliegenden Erfindung betref- 
fen den Gegenstand der Anspriiche 2 bis 10. Andere Merkmale 
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und Vorteile der Erfindung gehen aus der Beschreibung der 
bevorzugten Ausf uhrungsf ormen und den Zeichnungen hervor. Die 
Sequenzprotokolle und Zeichnungen werden jetzt kurz beschrie- 
ben . 

SEQ ID NO.l zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz der fur 
das TGF-B-Protein MP-52 codierenden DNA. Das ATG-Startcodon 
beginnt mit Nukleotid 640. Der Start des reifen Proteins 
beginnt hinter Nukleotid 1782. 

SEQ ID NO. 2 zeigt die vollstandige Aminosaureseguenz des 
TGF-S-Proteins MP-52, die aus der in SEQ ID NO.l gezeigten 
Nukleotidsequenz abgeleitet wurde . 

Figur 1 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenz von MP-52 
mit einigen Mitgliedern der BMP-Proteinf amilie mit Beginn am 
ersten der sieben konservierten Cysteinreste . * bedeutet , daS 
die Aminosaure in alien verglichenen Proteinen gleich ist; 
+ bedeutet, daS die Aminosaure in mindestens einem der Pro- 
teine im Vergleich zu MP-52 iibereinst immt . 

Figur 2 zeigt die Nukleot idsequenzen der Oligonukleotidpri- 
mer, die in der vorliegenden Erfindung verwendet wurden, und 
einen Vergleich dieser Sequenzen mit bekannten Mitgliedern 
der TGF-E-Familie . M bedeutet A oder C, S bedeutet C oder G, 
R bedeutet A oder G und K bedeutet G oder T. 2a zeigt die 
Sequenz des Primers OD, 2b zeigt die Sequenz des Primers OID. 

Die vorliegende Erfindung umfaSt zumindest den fur das reife 
Protein codierenden Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten Nukleotidse- 
quenz sowie Sequenzen, die dieser Sequenz im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes entsprechen und allelische 
Derivate solcher Sequenzen. Weiterhin umfaSt die vorliegende 
Erfindung auch mit derartigen Sequenzen hybridisierende 
Sequenzen unter der Voraussetzung, daS ein solches DNA-Mole- 
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kiil zumindest den fur ein reifes Protein der TGF-S-Familie 
codierenden Anteil vollstandig enthalt. 

Der Begriff 11 f unktioneller Anteil" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung bedeutet einen Proteinanteil , der in der Lage ist, 
z.B. als Signalpeptid- , Propeptid- bzw. reifer Proteinanteil- 
zu wirken, d.h. mindestens eine der biologischen Funktionen 
der natiirlichen Proteinanteile von MP-52 zu erfullen. 

Der fur den reifen Anteil des Proteins codierende Bereich 
reicht von den Nukleotiden 1783 - 2142 der in SEQ ID NO. 1 
gezeigten Sequenz . Gegebenenf alls kann das DNA-Molekiil noch 
weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten 
Sequenz umfassen, namlich die fur den Signal- oder/und Pro- 
peptidanteil codierenden Nukleotidsequenzen . Besonders bevor- 
zugt umfafit das DNA-Molekiil die Sequenz fur den Signal- und 
den Propeptidanteil und den Anteil des reifen Proteins, d.h. 
die Nukleotide 640-2142 der in SEQ ID NO.l gezeigten Sequenz. 
Andererseits kann das DNA-Molekiil neben dem fur das reife 
Protein codierenden Anteil auch noch funktionelle Signal - 
oder/und Propeptidanteile von anderen Proteinen, insbesondere 
von anderen Proteinen der TGF-£-Familie , z.B. den oben ge- 
nannten BMP-Proteinen, umfassen. Die entsprechenden Nukleo- 
tidsequenzen sind aus den oben genannten Referenzen zu ent- 
nehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug genommen wird. 

Weiterhin umfaSt die vorliegende Erfindung auch ein DNA- 
Molekiil wie oben definiert, das zusatzlich zwischen den 
Nukleotiden 1270 und 1271 der in SEQ ID NO. 1 gezeigten 
Sequenz eine nicht -codierende Intronsequenz enthalt. Diese 
Intronsequenz ist in dem bei DSM hinterlegten Plasmid SKL 52 
(H3) MP12 enthalten, das die genomische Nukleinsauresequenz 
von MP-52 aufweist. 

Auch von der Erfindung umfaEt ist die vom Phagen X 15.1 
codierte cDNA-Sequenz des MP-52 Proteins. Diese Sequenz 
beginnt mit Nukleotid 321 von SEQ ID NO. 1. 
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Obwohl die allelischen, degenerierten und hybridisierenden 
Sequenzen, die von der vorliegenden Erfindung umfaSt werden, 
strukturelle Unterschiede aufgrund geringf iigiger Anderungen 
in der Nukleotid- oder/und Aminosaureseguenz aufweisen, 
besitzen die von derartigen Sequenzen codierten Proteine noch 
im wesentlichen die gleichen nutzlichen Eigenschaf ten, die 
ihren Einsatz in grundsatzlich den gleichen medizinischen 
Anwendungen ermoglichen . 

GemaS vorliegender Erfindung bedeutet die Bezeichnung "Hybri- 
disierung" iibliche Hybridisierungsbedingungen, vorzugsweise 
Bedingungen mit einer Salzkonzentration von 6 x SSC bei 62 
bis 66°C, gefolgt von einem einstiindigen Waschen mit 0,6 x 
SSC, 0,1 % SDS bei 62° bis 66°C. Besonders bevorzugt betrifft 
die Bezeichnung " Hybridisierung" stringente Hybridisierungs- 
bedingungen mit einer Salzkonzentration von 4 x SSC bei 62 
bis 66°C, gefolgt von einem einstiindigen Waschen mit 0,1 x 
SSC, 0,1 % SDS bei 62 bis 66°C. 

Bevorzugte Ausf iihrungsf ormen der vorliegenden Erfindung sind 
DNA- Sequenzen, wie oben definiert, die aus Wirbeltieren, 
vorzugsweise Saugern, wie etwa Schweinen, Kuhen und Nagern, 
wie etwa Ratten oder Mausen, und insbesondere von Primaten, 
wie etwa Menschen, erhaltlich sind. 

Eine besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung ist die in SEQ ID NO. 1 gezeigte und als MP-52 
bezeichnete Sequenz . Die Transkripte von MP-52 wurden aus 
embryonalem Gewebe erhalten und codieren fur ein Protein, das 
eine betrachtliche Aminosaurenhomologie zum reifen Teil der 
BMP-artigen Proteine zeigt (siehe Fig. 1) . Die Proteinsequen- 
zen von BMP2 (= BMP2A) und BMP4 (= BMP2B) sind bei Wozney et 
al . , Science 242 (1988), 1528-1534 beschrieben. Die entspre- 
chenden Sequenzen von BMP5 , BMP6 und BMP7 sind bei Celeste et 
al . , Proc. Natl. Acad. Sci . USA 87 (1990), 9843-9847 be- 
schrieben. Einige typische Sequenzhomologien, die fur be- 
kannte BMP-Sequenzen spezifisch sind, wurden auch im Propep- 
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tidteil von MP- 52 gefunden, wahrend andere Teile des Precur- 
sorteils von MP- 52 erhebliche Unterschiede zu BMP-Precursoren 
zeigen . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Vektor, der mindestens eine Kopie eines erf indungsgemaSen 
DNA-Molekuls enthalt. In einem derartigen Vektor ist die 
erf indungsgemaSe DNA-Sequenz vorzugsweise operativ mit einer 
Expressionskontrollsequenz verknupf t . Solche Vektoren eignen 
sich zur Herstellung von TGF-S-artigen Proteinen in stabil- 
oder transient- transf ormierten Zellen. Verschiedene Tier-, 
Pflanzen-, Pilz- und Bakteriensysteme konnen zur Transforma- 
tion und die anschlieSende Kultivierung verwendet werden . 
Vorzugsweise enthalten die erf indungsgemaSen Vektoren fur die 
Replikation in der Wirtszelle notwendige Sequenzen und si-nd 
autonom replizierbar . Weiterhin ist die Verwendung von Vekto- 
ren bevorzugt, die selektierbare Markergene enthalten, wo- 
durch die Transformation einer Wirtszelle nachweisbar ist . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Wirtszelle, 
die mit einer erf indungsgemaSen DNA oder einem erf indungs- 
gemaSen Vektor transf ormiert ist . Beispiele von geeigneten 
Wirtszellen umfassen verschiedene eukaryontische und prokary- 
ontische Zellen, wie etwa E.coli, Insektenzellen, Pflanzen- 
zellen, Saugerzellen und Pilze, wie etwa Hefe. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein der 
TGF-S-Familie , das von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 
codiert wird. Vorzugsweise weist das erf indungsgemaSe Protein 
die in SEQ ID NO. 2 gezeigte Aminosauresequenz oder gegebenen- 
falls funktionelle Anteile davon auf und zeigt biologische 
Eigenschaf ten, wie etwa Gewebe- indukt ive , insbesondere osteo- 
induktive oder/und mitogene Fahigkeiten, die moglicherweise 
fur eine therapeutische Anwendung relevant sind. Die oben 
genannten Merkmale des Proteins konnen abhangig von der 
Bildung von Homodimeren oder Heterodimeren variieren. Solche 
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Strukturen konnen sich ebenfalls fur klinische Anwendungen 
geeignet erweisen. 

Die biologischen Eigenschaf ten der erf indungsgemaSen Protei- 
ne, insbesondere das mitogene und osteo- induktive Potential, 
konnen z.B. in Assays gemaS Seyedin et al . , PNAS 82 (1985), 
2267-2271 oder Sampath und Reddi, PNAS 78 (1981) , 7599-7603 
bestimmt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung eines Proteins der TGF-fi-Familie , 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man eine mit einer 
erfindungsgemaSen DNA oder einem erf indungsgemafien Vektor 
transf ormierte Wirtszelle kultiviert und das TGF-S-Protein 
aus der Zelle oder/und dem Kulturiiberstand gewinnt . Ein 
solches Verfahren umfaSt die Kultivierung der transf ormierten 
Wirtszelle in einem geeigneten Kulturmedium und die Reinigung 
des erzeugten TGF-S-artigen Proteins. Auf diese Weise er- 
moglicht das Verfahren die Herstellung einer ausreichenden 
Menge des gewiinschten Proteins zum Einsatz bei der medizini- 
schen Behandlung oder in Anwendungen unter Verwendung von 
Zellkulturtechniken, bei denen Wachstumsf aktoren benotigt 
werden. Die Wirtszelle kann ein Bakterium, wie etwa Bacillus 
oder E.coli, ein Pilz, wie etwa Hefe, eine Pf lanzenzelle , wie 
etwa Tabak, Kartoffel oder Arabidopsis oder eine tierische 
Zelle, insbesondere eine Wirbeltierzellinie , wie etwa Mo-, 
COS- oder CHO-Zellinien oder eine Insektenzellinie sein. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Bereitstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen, 
die eine pharmazeutisch wirksame Menge eines erf indungsge- 
mafien TGF-fi-artigen Proteins als Wirkstoff enthalten. Gegebe- 
nenfalls umfaSt eine solche Zusammensetzung einen pharmazeu- 
tisch aktzeptablen Trager-, Kilfs-, Verdunnungs- oder Full- 
stoff . Eine solche pharmazeut ische Zusammensetzung kann bei 
der Wundheilung und Gewebewiederherstellung sowie bei der 
Heilung von Knochen- , Knorpel-, Bindegewebs - , Haut-, Schleim- 
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haut-, Epithelial- oder Zahnschadigungen und bei Zahnimplan- 

taten entweder alleine oder in Kombination mit anderen Wirk- 

stoffen, z.B. anderen Proteinen der TGF-S-Familie oder Wachs- 

tumsf aktoren, wie etwa EGF (epidermal growth factor) oder 

PDGF (platelet derived growth factor) verwendet werden. > 

Ferner kann eine solche pharmazeutische Zusammensetzung bei 

der Krankhe i t spravent ion , wie z.B. zur Prevention von Osteo- 

porose und Arthrose verwendet werden. 

Eine andere mogliche klinische Anwendung des erf indungsgema- 
Sen TGF-fi-artigen Proteins ist die Verwendung als Suppressor 
der Immunreaktion zur Vermeidung der Abstofiung von Organ- 
transplantaten oder ein Einsatz im Zusammenhang mit der 
Angiogenese . Die erf indungsgemaSe pharmazeutische Zusammen- 
setzung kann auch prophylakt isch oder in der kosmetischen 
Chirurgie verwendet werden. Weiterhin ist die Anwendung der 
Zusammensetzung nicht auf Menschen beschrankt, sondern kann 
auch Tiere, insbesondere Haustiere umfassen. 

Schliefilich ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ein Antikorper, der spezifisch an die erf indungs- 
gemaSen Proteine binden kann, oder ein derartiges Antikorper- 
fragment (z.B. Fab oder Fab'). Verfahren zur Herstellung 
eines solchen spezifischen Antikorpers oder Ant ikorperf rag- 
ments gehoren zum allgemeinen Fachwissen des Durchschnitts - 
f achmanns . Vorzugsweise ist ein solcher Antikorper ein mono- 
klonaler Antikorper. Solche Antikorper oder Ant ikorperf rag- 
mente konnten sich auch fur diagnostische Methoden eignen. 

Weiterhin soil die Erfindung durch das folgende Beispiel 
veranschaulicht werden . 

Beispiel 1 

Isolierung von MP-52 

1.1 Gesamt-RNA wurde aus menschlichem Embryonalgewebe (8 bis 
9 Wochen alt) nach der Methode von Chirgwin et al . , 
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Biochemistry 18 (1979), 5294-5299 isoliert. Poly(A+)-RNA 
wurde aus der Gesamt-RNA durch Oligo (dT) -Chromatogra- 
phie gemaS den Vorschriften des Herstellers (Stratagene 
Poly (A) Quick-Saulen) abgetrennt . 

1.2 Fur die reverse Transkriptionsreaktion wurden 1 bis 2,5 
fig Poly (A+) -RNA fur 5 Minuten auf 65°C erhitzt und 
schnell auf Eis abgekuhlt. Das Reakt ionsgemisch enthielt 
27 U RNA-Guard (Pharmacia), 2,5 /ig Oligo (dT) 12-18. 
(Pharmacia), 5 x Puffer (250 mmol/1 Tris/HCl pH 8,5, 50 
mmol/1 MgCl2, 5 0 mmol/1 DTT, 5 mmol/1 von jedem dNTP, 
600 mmol/1 KCl) und 20 U AMV reverse Transkriptase 
(Boehringer Mannheim) pro fig Poly <A+) RNA . Das Reak- 
tionsgemisch (25 /il) wurde 2 Stunden lang bei 42 °C 
inkubiert . 

1.3 Die in Fig. 2 gezeigten Deoxynukleot idprimer OD und OID 
wurden auf einem automatischen DNA-Synthesizer (Bio- 
search) hergestellt. Die Reinigung erfolgte durch dena- 
turierende Polyacrylamidgelelektrophorese und Isolierung 
der Hauptbande aus dem Gel durch Isotachophorese . Die 
Oligonukleotide wurden durch Vergleich der Nukleinsaure - 
sequenzen von bekannten Mitgliedern der TGF-S-Familie 
und Auswahl von Regionen mit der hochsten Konservierung 
entworfen. Ein Vergleich dieser Region ist in Fig. 2 
gezeigt. Zur Erleichterung der Klonierung enthielten 
beide Nukleotide EcoRI -Restriktionsstellen und OD ent- 
hielt zusatzlich eine Ncol-Restriktionsstelle an seinem 
5 ' -Terminus . 

1.4 Bei der PCR-Reaktion wurde 2 0 ng Poly <A+) RNA entspre- 
chende cDNA aus Ausgangsmaterial verwendet . Die Reaktion 
wurde in einem Volumen von 5 0 fil durchgefuhrt und ent- 
hielt 1 x PCR-Puffer (16,6 mmol/1 (NH4)2S04, 67 mmol/1 
Tris/HCl pH 8,8, 2 mmol/1 MgC12 , 6,7 /zmol/1 EDTA, 10 
mmol/1 S-Mercaptoethanol , 170 fig /ml Rinderserumalbumin 
(Gibco) , 200 fimol/1 von jedem dNTP (Pharmacia) , 30 pmol 
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von jedem Oligonukleot id (OD und OID) und 1,5 U Taq- 
Polymerase (AmpliTaq, Perkin Elmer Cetus) . Das Reak- 
tionsgemisch wurde mit Paraffin uberschichtet und es 
wurden 40 PCR-Zyklen durchgef iihrt . Die Produkte der 
PCR-Reaktion wurden durch Phenol/Chlorof orm-Extrakt ion 
gereinigt und durch Ethanolprazipitat ion konzentriert . 

1.5 Das PCR-Reaktionsprodukt wurde mit den Restriktions - 
enzymen SphI (Pharmacia) und AlwNI (Biolabs) entspre- 
chend den Vorschriften des Herstellers gespalten. 

1.6 Die Produkte der Restriktionsspaltung wurden durch 
Agarosegelelektrophorese f raktioniert . Nach Anfarbung 
mit Ethidiumbromid wurden nicht gespaltene Amplifizie- 
rungsprodukte aus dem Gel herausgeschnitten und durch 
Phenolextraktion isoliert. Die erhaltene DNA wurde 
anschlieSend zweimal durch Phenol/Chlorof orm-Extraktion 
gereinigt . 

1.7 Nach einer Ethanolprazipitation wurde ein Viertel oder 
ein Funftel der isolierten DNA reamplif iziert , wobei die 
gleichen Bedingungen wie fur die primare Amplif ikation 
verwendet wurden, aufier daS die Anzahl der Zyklen auf 13 
verringert wurde. Die Reamplif izierungsprodukte wurden 
gereinigt, mit den gleichen Enzymen wie oben geschnitten 
und die ungeschni ttenen Produkte wurden, wie oben fur 
die Amplif izierungsprodukte erlautert, aus Agarosegelen 
isoliert. Der Reamplif izierungsschritt wurde zweimal 
wiederholt . 

1.8 Nach der letzten Isolierung aus dem Gel wurden die 
Amplif izierungsprodukte durch 4 U EcoRI (Pharmacia) 
unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen gespal- 
ten. Ein Viertel des Restriktionsgemisches wurde in den 
mit EcoRI gespaltenen Vektor pBluescriptll SK+ (Strata- 
gene) ligiert. Nach Ligierung wurden 24 Klone durch 
Sequenzierung weiter analysiert. Die mit AlwNI und SphI 
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gespaltene Probe ergab eine neue Sequenz , die als MP- 52 
bezeichnet wurde . Die anderen Klone enthielten uber- 
wiegend BMP6 -Sequenzen und einer enthielt eine BMP7-Se- 
quenz . 

Der Klon wurde zum 3'-Ende der cDNA nach der ausfuhrlich von 
Frohmann (Amplifications, verof f entlicht von Perkin-Elmer 
Corp., Issue 5 (1990), pp 11-15) beschriebenen Methode ver- 
vollstandigt . Die gleiche embryonale mRNA, die zur Isolierung 
des ersten Fragments von MP- 52 verwendet worden war, wurde, 
wie oben beschrieben, revers transkribiert . Die Amplifizie- 
rung erfolgte unter Verwendung des Adapterprimers 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG) und eines inneren Primers 
(CTTGAGTACGAGGCTTTCCACTG) der MP-52-Sequenz . Die Amplifizie- 
rungsprodukte wurden unter Verwendung eines uberlappenden 
Adapterprimers ( ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAG ) und eines uber- 
lappenden internen Primers (GGAGCCCACGAATCATGCAGTCA) der 
MP-52-Sequenz reamplif iziert . Die Reamplif izierungsprodukte 
wurden nach Restriktionsspaltung mit Ncol in einen auf glei- 
che Weise gespaltenen Vektor (pUC 19 (Pharmacia Nr. 27-4951-- 
01) mit einer geanderten multiplen Klonierungsstelle , die 
eine singulare Ncol -Restriktionsstelle enthalt) kloniert und 
sequenziert. Die Klone warden durch ihre Sequenzuberlappung 
am 3'-Ende der bekannten MP-52 -Sequenz charakterisiert . Einer 
davon wurde als Sonde zum Screening einer humanen genomischen 
Genbank (Stratagene Nr. 946203) nach einer ausfuhrlich bei 
Ausubel et al . (Current Protocols in Molecular Biology, 
verof f entlicht von Greene Publishing Associates und 
Wiley- Interscience (1989)) beschriebenen Methode verwendet. 
Aus 8 x 10 5 X Phagen wurde ein Phage (X2.7.4) isoliert, der 
eine Insertion von etwa 20 kb enthielt, und bei DSM unter der 
Hinterlegungsnummer 7387 hinterlegt . Dieser Klon enthalt 
neben der aus mRNA durch die beschriebenen 

Amplif izierungsmethoden isolierte Sequenz weitere Sequenz- 
informationen am 5 ' -Ende . 
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Zur Sequenzanalyse wurde ein Hindi I I - Fragment von etwa 7,5 kb 
in einen auf gleiche Weise geschnittenen Vektor (Bluescript 
SK, Stratagene Nr. 212206) subkloniert . Dieses als SKL 52 
(H3) MP12 bezeichnete Plasmid wurde ebenfalls bei DSM unter 
der Hinterlegungsnummer 7353 hinterlegt . Die in SEQ ID NO. 1 
gezeigte Sequenzinf ormat ion stammt von dem Phagen X 2.7.4.. 
Das ATG an Position 64 0 ist das erste ATG innerhalb des 
Leserahmens (bei Position 403 tritt ein Stoppkodon auf) . 
Aufgrund der Sequenzdaten ist zu vermuten, daS es sich hier- 
bei um das Startkodon fur die Translation handelt. 

Die genomische DNA enthalt ein Intron von etwa 2 kb zwischen 
den Basenpaaren 1270 und 1271 von SEQ ID NO. 1. Die Sequenz 
des Introns ist nicht gezeigt . Die Richtigkeit der Splice- 
stelle wurde durch Sequenzierung eines Amplif izierungspro-^ 
dukts bestatigt, das aus einer diese Region enthaltenden cDNA 
stammt. Diese Sequenzinf ormationen wurden mit Hilfe einer 
leicht modif izierten Methode erhalten, die ausfiihrlich bei 
Frohman (Amplifications, verof f entlicht von Perkin-Elmer 
Corporation, Issue 5 (1990), pp 11-15) beschrieben ist. Es 
wurde die gleiche embryonale RNA, die auch zur Isolierung des 
3'-Endes von MP-52 verwendet wurde, unter Einsatz eines 
internen, in 5'-Richtung orientierten Primers der MP-52- 
Sequenz ( ACAGCAGGTGGGTGGTGTGGACT ) revers transkribiert . Ein 
PolyA-Schwanz wurde <~n das 5'-Ende des ersten cDNA-Strangs 
unter Verwendung terminaler Transferase angef ugt . Es wurde 
eine 2 -Schritt-Amplif izierung durchgef iihrt , zuerst durch 
Verwendung eines aus Oligo dT und einer Adaptersequenz beste- 
henden Primers ( AGAATTCGCATGCCATGGTCGACGAAGC (T16 ) ) und zwei- 
tens eines Adapterprimers ( AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG) und 
eines internen Primers (CCAGCAGCCCATCCTTCTCC) der MP- 52- 
Sequenz durchgef \:.nrt . Die Amplif izierungsprodukte wurden 
unter Verwendung des gleichen Adapterprimers und eines uber- 
lappenden internen Primers (TCCAGGGCACTAATGTCAAACACG) der 
MP-52-Sequenz reamplif iziert . AnschlieSend wurden die Ream- 
plif izierungsprodukte unter Verwendung eines uberlappenden 
Adapterprimers ( ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAG) und eines uber- 
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lappenden internen Primers (ACTAATGTCAAACACGTACCTCTG) der 
MP- 5 2 -Sequenz reamplif iziert . Die Reamplif izierungsendpro- 
dukte wurden mit glatten Enden in einen Vektor (Bluescript 
SK, Stratagene Nr. 212206) kloniert, der mit EcoRV gespalten 
war. Die Klone wurden durch ihre Sequenziiberlappung mit der 
DNA von ^ 2.7.4. charakterisiert . 

Weiterhin wurde eine cDNA-Bank , hergestellt aus RNA von 
humanen Fibroblasten und kloniert in^gtlO, gescreent . Dabei 
wurden 2 x 106 Phagen getestet, wobei als radioaktive Sonde 
ein ca. 1 kb grofies Fragment der genomischen MP -52 -DNA (2. 
Exon bis zur Hindlll-Restriktionsstelle im 3 ' -untranslatier- 
ten Bereich) diente . Es wurden 17 Mischplaques gepickt, die 
mit PCR unter Verwendung von Primern aus dem 5'- und 
3' -Bereich der MP-52-Sequenz iiberpruft wurden. Daraufhin 
wurden 8 Phagenplagues ausgewahlt und vereinzelt . Die cDNA 
wurde iiber eine EcoRI -Partialspaltung aus dem Phagen isoliert 
und in den ebenfalls mit EcoRI gespaltenen Bluescriptvektor 
kloniert . 

Eine Sequenzierung eines der result ierenden Plasmide 
SK52L15 . 1MP25 , zeigte, dafi der langste Phage (15.1) bei 
Nukleotid Nr. 321 von SEQ ID NO. 1 beginnt . Weiterhin wurde 
durch das Sequenzieren die Splicestelle (Nukleotid 1270) 
bestatigt . 

Das Plasmid SKL 52 (H3) MP12 wurde unter der Hinterlegungs - 
nummer 73 53 bei DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen, Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig) am 
10. Dezember 1992 hinterlegt. 

Der Phage A 2.7.4 wurde unter der Hinterlegungsnummer 7387 
bei DSM am 13. Januar 1993 hinterlegt. 

Der Plasmid SK52L15 . 1MP25 wurde unter der Hinterlegungsnummer 
8421 bei DSM am 16. Juli 19S3 hinterlegt. 
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Beisoiel 2 
Expression von MP52 

Fur die Expression von MP52 wurden verschiedene Systeme 
getestet . Die Verwendung von Vaccinia Viren als Expressions- 
system ist ausfiihrlich und fur den Fachmann nacharbeitbar in 
den Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al . , 
Greene Publishing Associates and Wiley- Interscience , Wiley & 
Sons) itn folgenden abgekurzt mit CP unter Chapter 16 Unit 
16.15-16.18 beschrieben. Das System beruht darauf, daS Fremd- 
DNA unter Verwendung bestimmter Vektoren durch homologe 
Rekombination in das Vaccinia Virus Genom integriert werden 
kann. Zu diesem Zweck enthalt der verwendete Vektor das TK 

(Thymidinkinase) -Gen aus dem Vaccinia Genom. Urn eine Selek- 
tion auf rekombinante Viren zu ermoglichen, enthalt der 
Vektor weiterhin das E . col i-Xanthin- Guanin- Phosphor ibosyl - 
Transf erase-Gen (gpt) (Falkner et al . , J. Virol. 62 (1988), 
1849-1854) . In diesen Vektor wurde die cDNA mit dem gesamten 
codierenden Bereich fur MP52 kloniert . Die cDNA kommt aus dem 
Plasmid SK52L15 . 1MP25 (DSM, Hinterlegungsnummer 8421), welche 
zur Entfernung eines groSen Teils des B'-nicht translat ierten 
Bereichs aber zunachst deletiert und zwischenkloniert wurde. 
Dazu wurde das Plasmid SK52L15 . 1MP25 mit Sail linearisiert 
und stufenweise das 5'-Ende mit dem ExoIII/Mung Bean Kit 

(Stratagene #200330) nach Herstellerangaben deletiert. Nach 
Restriktion mit BamHI wurden die unterschiedlich weit dele- 
tierten MP52 cDNAs liber ein Agarosegel von dem Restvektor 
getrennt, isoliert und nach Standardmethoden (Sambrook et 
al . , Molecular Cloning, second edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press 1989) in einem mit EcoRV und BamHI restrin- 
gierten pBluescriptll SK- Vektor (Stratagene #212206) zwi- 
schenkloniert (pSK52s) . Samtliche Restriktionen erfolgten 
nach Herstellerangaben. Ansequenzierung mit Sequenase 

(USB/Amersham #70770) ergab unter anderem einen Klon, der mit 
Nukleotid 576 in SEQ ID NO . 1 (64 Basenpaare vom Startcodon 
entfernt) beginnt . Aus diesem wurde iiber Sail und SacI Re- 
striktion das cDNA- Insert isoliert und in den ebenso gespal- 
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tenen Vektor fur die Rekombination in Vaccinia kloniert . Das 
resultierende Plasmid (pBPlMP52s) wurde bei der DSM (Hinter- 
legungsnummer 9217) am 24. Mai 1994 hinterlegt und fur die 
Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viren eingesetzt. Dazu 
wurden zu 80 % konfluente 143B Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) 
in 35 mm Kulturschalen mit Vaccinia Wildtyp Virus in 2 ml PBS 
fur 3 0 Minuten bei Raumtemperatur unter gelegentlichem 
Schutteln infiziert (1 Virus auf 10 Zellen) . Nach Absaugen 
des Uberstandes und Zugabe von 2 ml Kulturmedium (MEM, Gibco 
BRL #041-01095) wurde fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert . Das 
Medium wurde anschlieSend entfernt und die Transformation 
dieser Zellen mit 100 ng pBPlMP52s, 2 fig Trager DNA (Kalbs- 
thymus, Boehringer Mannheim #104175) und 10 pi Lipofektin 
(Gibco BRL #18292-011) in 1 ml MEM fur 15 h bei 37°C er- 
reicht. Nach Zugabe von 1 ml MEM mit 20 % FCS (Gibco BRL 
#011-06290) wurde fur weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert 
und die lysierten Zellen anschlieSend eingefroren. 

Die gpt Selektion auf die Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl- 
Transferase und Isolation und Amplif izierung einzelner rekom- 
binanter Viren erfolgte im wesentlichen wie in Unit 16.17 der 
CP beschrieben, mit dem Unterschied, daS RK13 -Zellen (ATCC 
CCL 37) verwendet wurden. 

Die Integration der MPS 2 cDNA in das Virus -Genom wurde durch 
Dot blot und Southern blot Analyse (CP Unit 16.18) bestatigt . 
Ein rekombinantes Virus wurde fur Expressionsanalysen in der 
Zellinie 143B (HuTk-, ATCC CRL 8303, human) eingesetzt. Die 
konfluenten Zellen wurden mit der der Zellzahl entsprechenden 
Anzahl an Viren fur 45 Minuten bei 37°C infiziert und an- 
schlieSend das entsprechende Kulturmedium (MEM, Gibco BRL 
#041-01095) mit 10 % FCS und Penicillin/Streptomycin (1:500, 
Gibco BRL #043 -0514 OH) zugef ugt . Nach 6 Stunden bei 37 °C 
wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit z.B. HBSS 
(Gibco BRL #042-04180M) gewaschen und Produktionsmedium (z.B. 
MEM) ohne FCS zugesetzt. Nach 20 bis 22 Stunden Produktion 
wurde der Zelluberstand gesammelt . Die Analyse der Expression 
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erfolgte durch Western blots nach Standardmethoden (CP Unit 
10.8). Dafur wurden die Proteine aus 100 bis 500 fil Zell- 
kulturuberstand durch Zugabe des aquivalenten Volumens ari 
Aceton und Inkubation von mindestens einer Stunde auf Eis 
prazipitiert und abzentrif ugiert . Nach Resuspension des 
Pellets in Auf tragspuf f er (7 M Harnstoff, 1 % SDS, 7 mM 
Natriumdihydrogenphosphat , 0,01 % Bromphenolblau und gegebe- 
nenfalls 1 % S-Mercaptoethanol ) erfolgte die Auftrennung in 
15 %igen Polyacrylamidgeien . Als Markerproteine wurde ein 
vorgefarbter Protein-Molekulargewichtsstandard (Gibco BRL 
#26041-020) eingesetzt. Der Transfer auf PVDF-Membran (Immo- 
bilon #IPVH00010) und das Abblocken der Membran erfolgten 
nach Standardmethoden . 

Zur Detektion von MP52 auf der Membran waren polyklonale 
Antikorper gegen MP52 sowohl in Huhnern als auch in Kaninchen 
erzeugt worden. Dazu wurde der reife Anteil von MP52 mit 6 
Histidinen am N-Terminus in E.coli exprimiert und gereinigt, 
wie z.B. beschrieben in Hochuli et al . (BIO/Technology , Vol. 
6, 1321-1325 (1988)). Mit beiden Antikorpern ist es moglich, 
spezifisch Expression von MP52 nachzuweisen, wobei dimeres 
MP52 weniger effizient erkannt wird als monomeres . Fur den 
Western blot in Figur 3 wurden Hiihner -Antikorper verwendet, 
die iiber PEG-Prazipitation (Thalley et al . , BIO/Technology 
Vol. 8, 934-938 (1990)) und iiber Membran -gebundenes Antigen 
(reifes MP52 mit 6 Histidinen) (18.17 in Sambrook et al . , 
Molecular Cloning, second edition, Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press 1989) spezifisch gereinigt waren. Als zweiter 
Antikorper wurde Anti -Chicken IgG mit gekoppelter alkalischer 
Phosphatase (Sigma A9171) eingesetzt. Die Detektion erfolgte 
mit dem Tropix Western-Light Protein Detection Kit (Serva 
#WL10RC) nach Herstellerangaben . 

Der Western blot in Figur 3 zeigt, daS nur bei den rekom- 
binanten Viren, nicht aber bei den Wildtyp Viren (ohne inte- 
grierte Fremd-DNA) MP52 spezifische Banden auftreten. Die 
Expression von MP52 fuhrt zu einem sekretierten Protein mit 



WO 95/04819 



PCT/EP94/02630 



- 18 - 

einem im Gel unter nicht reduzierenden Bedingungen erschei- 
nenden Molekulargewicht von ungefahr 25 kDa . Unter reduzie- 
renden Bedingungen lauft das Protein bei 14 bis 15 kDa im 
Gel. Diese Ergebnisse zeigen, daS MP52 als dimeres reifes 
•Protein exprimiert wird. Bei den im Western blot auftretenden 
schwachen Banden im Bereich oberhalb von 6 0 kDa handelt es 
sich wahrscheinlich um Reste von ungeschnittenen Vorlaufer- 
proteinen. Das Lauf verhalten bestatigt zudem die aus SEQ ID 
NO. 2 abzuleitenden theoretischen Molekulargewichte , wonach 
reifes, monomeres MP52 eine GroSe von 13.6 kDa besitzt. 

Die Expression von MP52 und Spaltung des Vorlauf erproteins 
zum reifen MP52 ist nachweislich in verschiedenen Zellinien 
moglich. Getestet wurden C127 (ATCC CRL 1616, Maus) , BHK21 
(ATCC CCL 10, Hamster), MRC-5 (ATCC CCL 171, Mensch) und 3T6- 
Swiss albino (ATCC CCL 96, Maus) Zellen. 

Expression und Spaltung zum reifen MP52 wurde auch in einem 
weiteren eukaryont ischen Expressionssystem gezeigt. Dafur 
wurde die cDNA von MP52 (beginnend mit Nukleotid 576) in das 
Expressionsplasmid pSG5 (Stratagene #216201) kloniert . Das 
Plasmid pSK52s wurde mit Clal und Xbal restringiert und durch 
T4 -Polymerasebehandlung die uberhangenden Enden des MP52- 
Inserts stumpf gemacht . Die Klonierung in den mit EcoRI 
restringierten und durch T4 -Polymerasebehandlung ebenfalls 
stumpf endigen Vektor pSG5 erfolgte nach Standardmethoden . 
Alle enzymatischen Reaktionen erfolgten nach Herstelleranga- 
ben. Die korrekte Orientierung des MP52- Inserts wurde durch 
Restriktionsanalyse und Ansequenzierung mit dem T7- Primer 

(Stratagene #300302) abgesichert. Das resultierende Plasmid 
pSG52s (am 17.05.94 bei der DSM mit der Hinterlegungsnummer 
DSM 9204 hinterlegt) kann mit einem Vektor, der fur einen 
selektierbaren Marker kodiert, wie z.B. das Gen fur G418- 
Resistenz, . kotransf ormiert werden, um stabile Zellinien .zu 
erhalten. Zu diesem Zweck wurde pSG52s mit dem Plasmid p3616 

(am 17.05.94 bei der DSM mit der Hinterlegungsnummer DSM 9203 
hinterlegt) in L929 Zellen (ATCC CCL1, Maus) mit Lipofektin 
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(Gibco BRL #18292-011) nach Herstellerangaben kotrans- 
formiert. Die Selektion mit G418 erfolgte nach dem Fachmann 
bekannten Methoden (CP, unit 9.5) und fuhrte zu einer Zell- 
linie, die im Western blot nachweisbar reifes MP52 produ- 
ziert. 

Ein weiterer Expressionsvektor fur MP52 wurde unter Verwendung des 
Plasmides pABWN (Niwa et al., Gene 108 (1991), 193-200 und Figur 4), das von 
Dr. Miyazaki zur Verfiigung gestellt wurde, hergestellL 

Dazu wurde das Hind m Fragment aus dem Plasmid pSK52s, das mit dem 
Nukleotid 576 in SEQ ID NO. 1 beginnt, isoliert und die uberhangenden Enden 
durch Behandlung mit Klenow Fragment stumpfendig gemacht. Durch 
Ligation des Adapters wurde an beiden Fragmentenden eine Not I 
Restriktionsschnittstelle eingefuhrt. 
Adapter: AGCGGCCGCT 
TCGCCGGCGA 

Der Vektor pABWN wurde mit Xho I restringiert, ebenfalls mit dem Klenow 
Fragment behandelt und mit der intestinalen Alkalischen Phosphatase vom 
Kalb (Boehringer Mannheim) dephosphoryliert. Derselbe phosphorylierte 
Adapter wurde anligiert, so dafi nun eine Insertion des MP52-Fragmentes nach 
Restriktion mit Not I in die generierte Not I Schnittstelle des Vektors moglich 
war. Der resultierende Expressionsvektor wird nachfolgend als Hind III- 
MP52/pABWN bezeichnet. Alle durchgefuhrten Reaktionen fur die 
Klonierung erfolgten nach Standardmethoden (z.B. CP unit 3.16). 
Die Struktur des Hind m-MP52/pABWN Expressionsvektors wurde durch 
Sequenzierung und Restriktionskartierung bestatigt. Hind III-MP52/pABWN 
enthalt die MP52-Sequenz beginnend mit Nukleotid 576 und endend mit 
Nukleotid 227 8 in SEQ ID NO. 1. 

HindIII-MP52/pABWN wurde in L-Zellen (Maus -Fibroblasten) trans- 
fiziert, und es wurden daraus stabile Transf ormanten etabliert. 
Dazu wurden jeweils 4 ug der Plasmide (Hind HI-MP52/pABWN oder 
pABWN) in 5 x 10 5 L-Zellen auf einer 6 cm Kulturschale unter Verwendung 
von 20 ul LipofectAMINE Reagenz (Gibco BRL #18324-012) transfiziert. Dazu 
wurde Losung A (4 ug der jeweiligen Plasmid DNA in 200 ul OPTI-MEM I 
(Gibco BRL # 31985)) vorsichtig gemischt mit Losung B (20 ul LipofectAMINE 
Reagenz in 200 |il OPTI-MEM I) und bei Raurr t emperatur fur 45 Minuten zur 
Bildung des DNA-Liposomen Komplexes inku^iert. Wahrend dessen wurden 
die Zellen einmal mit 2 ml OPTI-MEM I gewaschen. Fur jede Transfektion 
wurden 1,6 ml OPTI-MEM I zu dem Gefafi mit dem DNA-Liposomen 
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Komplex gegeben. Die Losung wurde vorsichtig gemischt und damit die 
gewaschenen Zellen iiberschichtet Die Zellen wurden mit dem verdiinnten 
Komplex fur 5 Stunden bei 37°C im CO2 Inkubator inkubiert. Nach der 
Inkubation wurden 2 ml DMEM (Gibco BRL, Dulbecco's Modifiziertes Eagle 
Medium) / 20% FCS zugegeben. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das 
Medium mit frischem DMEM/ 10% FCS ersetzt. 48 Stunden nach Beginn der 
Transfektion wurden die Zellen in eine 10 cm Kulturschale iiberfuhrt. 72 

Stunden nach Beginn der Transfektion wurde die G418 Selektion mit einer 
Konzentration von 800 p.g/ml begonnen. Die stabilen .Klone erschienen nach 1 
bis 2 Wochen. 

5 ml konditioniertes DMEM mit oder ohne FCS wurde von konfluenten 
Transformanten erhalten, die 3 Tage in einer 10 cm Kulturschale gewachsen 
waren. Die 2 verschiedenen Zellkulturuberstande (HindIII-MP52/pABWN 
und pABWN) transfizierter Zellen sowie Zellysate wurden im Western blot 
untersucht. Dabei wurde reifes MP52 in konditioniertem Medium sowie in 
Zellysaten von Hindm-MP52/pABWN transfizierten Zellen gefunden. Die 
Klone wurden weiterkloniert und MP52 produzierende Zellen jeweils nach 
Western blot Analyse ausgewahlt. Abschatzungen aus Western blot Analysen 
ergaben MP52 Produktion von bis zu 1 mg/L 



Bgigpiel 3: 

Eiolpgische Aktivitet von MP52 

Um die biologische Aktivitat von MP52 nachzuweisen und die Nutzlichkeit 
dieser Erfindung fur medizinische Anwendungen zur Vermeidung und /oder 
Behandlung von Knochenkrankheiten zu belegen, wurden mehrere 
Experimente in vitro und in vivo durchgefiihrt. 



1. In vitro assays 
1.1 

Da eine Steigerung der Glykosaminoglykan (GAG) Synthese in Chondrozyten 
nach TGF-p Stimulation beschrieben ist (Hiraki et al., Biochimica et Biophysica 
Acta 969 (1988), 91-99), wurde untersucht, ob MP52 ebenfalls diesen Einflufi 
ausiibt Unter Verwendung der Zellkulturuberstande (DMEM mit 10% FCS) 
von MP52 produzierenden L-Zelltransformanten (transfiziert mit Hind III- 
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MP52/pABWN), wurde die chondrogene Aktivitat von MP52 in 
Primarkulturen aus fdtalen Rattenextremitaten getestet. 

Dazu wurden die vier Extremitaten von 16-Tage alten Rattenfoten verwendet. 
Nach Trypsinierung wurden die gewonnenen Zellen in F-12 Medium 
(Nutrient Mixture Ham's F-12, Gibco BRL #21700) mit 10% FCS auf Kollagen- 
Typ I beschichteten 24-Well Platten mit 3xl0 5 Zellen ausplattiert und ca. 2 Tage 
bis zur Konfluenz kultiviert. Zu 500 jil Kulturmedium (F-12 Medium mit 10% 
FCS) wurden jeweils 56 pi konditioniertes Medium (KM) von Hindlll- 
MP52/pABWN-L-Zelltransfektanten, von pABWN-L-Zelltransfektanten oder 
nur Medium (DMEM mit 10% FCS) gegeben. Uber einen Zeitraum von 0, 3, 6 
und 9 Tagen wurde F-12 Medium mit 10% FCS sowie den entsprechenden 
Zusatzen verwendet. Alle drei Tage erfolgte ein Wechsel des Mediums mit 
den entsprechenden Zusatzen. Danach wurde die Kultur fur weitere 2 Tage in 
F-12 Medium ohne FCS in Anwesenheit der entsprechenden Zusatze 
(konditionierte Medien bzw. Kontrollmedium) kultiviert und dann 35s_Sulfat 
fur 6 Stunden zugesetzt. In Polysaccharide inkorporiertes 35s wurde nach 
Pronase E Verdau und Prazipitation wie in Hiraki et al. (Biochimica et 
Biophysica Acta 969 (1988), 91-99) beschrieben, gemessen. 

Tabelle 1: 

Radioaktivitat (cpm/well) 



Anzahl der 
Inkubationstage 



DMEM (10%FCS) 
von Kontroll-L- 
Zellen 



KM von pABWN- KM von HindHI- 
L-Zelltransf ektan- MP52 / pABWN-L- 
ten Zelltransfektanten 



2 
5 



3720±114 



4188±135 



3865±120 



4154±29 



4879±422 



8223±275< 



8 
11 



3546±160 



3679±218 



3310±115 



3633±167 



9890±1260* 



7520±160* 



Werte beziehen sich auf ± S.E.M. fur 3 oder 4 Kulturansatze 

*: p<0,01 vs DMEM und KM von pABWN-L-Zel I trans f ektan ten (Scheffe's multiple t-test) 



Wie in Tabelle 1 gezeigt, stimulieren die Zellkulturiiberstande der MP52 
produzierenden Transfektanten signifikant die GAG Synthese im Vergleich zu 
reinem Kulturmedium (DMEM mit 10% FCS) oder dem Zellkulturuberstand 



WO 95/04819 



PCT/EP94/02630 



- 22 - 

von pABWN-transfizierten L-Zellen. Dies zeigt, dafi MP52 die 
Chondrozytendifferenzierung stimulieren kann. 



1.2 

Ein beschriebener Effekt fiir einige Mitglieder der BMP-Familie ist die 
Steigerung der alkalische Phosphatase (ALP)-Aktivitat in Osteoblasten. Die 
klonale Ratten-Zellinie ROB-C26 (C-26) zahlt zu den Osteoblasten eines relativ 
fruhen Reifestadiums (Yamaguchi et al., Calcif. Tissue Int. 49 (1991), 221-225). 
Fur osteoinduktive Proteine wie z.B. das BMP-2 ist die Fahigkeit zur 
Steigerung der ALP-Aktivitat bei Yamaguchi et al. (J. Cell Biol. 113 (1991), 681- 
687) beschrieben. 

Der EinflulS von MP52 auf C26-Zellen wurde wie folgt untersucht: Die C26- 
Zellen wurden mit 3 x 10 4 Zellen pro Well in eine 24-Well Platte ausgesat und 
in a-MEM (Gibco BRL) / 10% FCS bis zur Konfluenz kultiviert. Pro Well 
wurden 56 ul des Zellkulturuberstandes von MP52 produzierenden L- 
Zelltransfektanten (Hind m-MP52/pABWN) bzw. Zellkulturuberstand von 
pABWN-L-Zelltransfektanten oder nur Zellkulturuberstand (DMEM mit 10% 
FCS) von L-Zellen zu 500 |il des C-26 Zellkulturmediums gegeben. Ein 
Mediumwechsel mit den entsprechenden Zusatzen erfolgte alle drei Tage. Die 
ALP-Aktivitat in den Zellextrakten wurde nach 0, 3, 6, 9 und 12 Tagen mit 
Hilfe von Standardtechniken basierend auf p-Nitrophenyl-Phosphat als 
Substrat, wie z.B. beschrieben bei Takuwa et al. (Am. J. Physiol. 257 (1989), E797- 
E803), bestimmt. 

Tabelle 2: 



Anzahl der 
Inkubationsta ge 



0 
3 
6 
9 
12 



ALP-Aktivitat (nmol/min) pro Well 



DMEM (10%FCS) KM von pABWN- KM von HindHI- 
von Kontroll-L- L-Zelltransfektan- MP52/pABWN-L- 

ten 



Zellen 

41,8±2,8 

136,3±3,7 

129,0±7,8 

118,4±3,7 

121,2±3,2 



41,8±2,8 

125,8±2,3 

119,3+6,4 

110,1:12,8 

125,3±6,0 



Zelltransfektanten 
41,8±2,8 
181,3±14,2* 
258,0±8,3* 
258,4±10,6* 
237,8±11,0* 



Werte beziehen sich auf ± S.D. fvir 4 Kulturansatze 
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*: p<0,01 vs DMEM und KM von pABWN-L-Zelltransfektanten (Scheffe's multiple t-test) 

Wie in Tabelle 2 gezeigt wird, steigt die ALP-Aktivitat durch die MP52 Zugabe 
signifikant im Vergleich zu reinem DMEM/10%FCS Medium und Medium 
von pABWN-infizierten L-Zellen an. Dieses Ergebnis zeigt, dafi MP52 nicht 
nur die Chondrozyten Differenzierung, sondern auch Osteoblasten 
Differenzierung und Reifung bewirken kann. 

Eine weitere Osteoblastenzellinie (MC3T3-E1, Maus), die wie bei Takuwa et al. 
(Biochem. Biophys. Res. Com. 174 (1991), 96-101 ) beschrieben durch BMP-2 
Behandlung einen Anstieg der ALP-Aktivitat zeigt, gibt nach Inkubation mit 
konditioniertem Medium von MP52 produzierenden L-Zelltransfektanten 
(Hind III-MP52/pABWN) oder Medium nach MP52 Produktion durch 
Infektion mit rekombinanten Vaccinia Viren keine Veranderung der ALP- 
Aktivitat. Dies weist darauf hin, dafi MP52 z.T. eine von BMP-2 abweichende 
Zellspezifitat besitzt. Unterschiedliche Funktionen bedingt durch verschiedene 
Zielorte fur die einzelnen TGF-p Familienmitglieder konnen von grofier 
medizinischer Relevanz sein. 



2. In vivo Experimente 



Die aussagekraftigste Moglichkeit Knochenentwicklung zu untersuchen, 
basiert auf der ektopischen Knochenbildung in vivo. Diese kann z.B. durch 
Implantation von entmineralisierter Knochenmatrix induziert werden (Urist, 
Science 150 (1965), 893-899). Durch {Combination von inaktiver Matrix mit 
knocheninduzierenden Proteinen kann der gleiche Prozess induziert werden, 
wie es z.B. beschrieben ist bei Sampath et al. (PNAS*78 (1981), 7599-7603). Dieser 
Knochenbildungsprozefi gleicht dem der embryonalen enchondralen 
Knochenbildung und der adulten Knochenheilung. Somit bietet diese 
Methode die Moglichkeit, Proteine auf ihre Fahigkeit zur Knocheninduktion 
in vivo zu untersuchen. * Proc .Natl. Acad. Sci. USA 

Fur ein solches Experiment wurde MP52 Protein, welches durch Expression im 
Vaccinia System (siehe Beispiel 2) gewonnen wurde, teilgereinigt und 
implantiert. 

Dazu wurden 143B Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) in Kulturschalen und 
Rollerflaschen bis zur Konfluenz angezogen und, wie in Beispiel 2 fur 
Expressionsanalysen beschrieben, mit rekombinanten Viren infiziert, 
gewaschen und fur ungefahr 20 Stunden MP52 in MEM (Gibco BRL, ca. 1 ml 
pro 10 6 Zellen) akkumulieren gelassen. Als Kontrolle erfolgte der gleiche 
Ansatz durch Infektion mit Wildtyp Viren. Zellkulturiiberstand 
(konditioniertes Medium) von jedem Ansatz wurde gesammelt und 
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zentrifugiert (40000 x g fur 30 Minuten bei 4°C). Zur Entfernung der Viren 
wurden die Uberstande uber anorganische Filter (0.1 Jim Porengrofie, 
Whatman, Anotop 25) filtriert. Im Verlauf der Charakterisierung von MP52 
konnte gezeigt werden, dafi dieses Protein an Heparin Sepharose bindet Dieses 
Verhalten wurde ftir eine Teilreinigung ausgenutzt Dazu wurde das filtrierte 
und zentrifugierte, konditionierte Medium auf eine Endkonzentration von 50 
mM Tris pH 7.0, 100 mM NaCl und 6 M Harnstoff gebracht und auf eine 
Heparin Saule (HiTrap™, Pharmacia #17-0407-01), die aquilibriert war in 
Puffer A (50 mM Tris pH 7.0, 100 mM NaCl und 6 M Harnstoff), geladen. Die 
beladene Saule wurde mit Puffer A gewaschen und mit einem linearen 
Gradienten nach 100 % Puffer B (50 mM Tris pH 7.0, 600 mM NaCl und 6 M 
Harnstoff) bei einer Durchflufirate von 0.5 ml/min innerhalb von 50 min 
eluiert (2,5 ml pro Fraktion). Die Verwendung von Harnstoff ist nicht 
zwingend. Uber Western blot Analyse (siehe Beispiel 2) konnte iiberpriift 
werden, dafi MP52 reproduzierbar hauptsachlich in 2 Fraktionen bei ungefahr 
250 bis 400 mM NaCl eluiert. Aliquots dieser Fraktionen wurden ebenfalls in 
nach Herstellerangaben mit Silber gefarbten 15%igen Polyacrylamidgelen 
(Silver Stain-II, Daiichi #SE140000) iiberpriift und die Fraktionen gepoolt. Die 
vergleichbaren Fraktionen nach Reinigung von konditioniertem Medium 
nach Infektion mit Wildtyp-Viren wurden nach Analyse in mit Silber 
gefarbten Gelen ebenfalls gepoolt. 

Aus weiteren Untersuchungen zu MP52 ergab sich, dafi MP52 auch an 
Hydroxyapatit bindet. Deshalb ist es prinzipiell moglich, eine zusatzliche 
Reinigung durch eine Hydroxyapatitsaule zu erreichen, bzw. eine 
Heparinsaule durch eine Hydroxyapatitsaule (z.B.: BIO-RAD, Econo-pac HTP) 
zu ersetzen. Denkbar sind fur weitere Aufreinigungen auch andere dem 
Fachmann bekannte Methoden wie z.B. Gelsiebsaulen, 
Ionenaustauschersaulen, Affinitatssaulen, Metallchelatsaulen oder Saulen 
basierend auf hydrophobe Wechselwirkungen. 

Das uber Heparin Sepharose Chromatographic vorgereinigte MP52 Protein 
bzw. die entsprechend noch kontaminierenden Proteine, die sich auch in den 
Wildtyp infizierten Zellkulturiiberstanden befinden, wurden weiter mit Hilfe 
einer Reversed Phase HPLC aufgereinigt. Dazu wurde eine C8-Saule 
(Aquapore RP300, Applied Biosystems, Partikelgrofie: 7pm, Porengrofie: 300A) 
equilibriert mit 10% Puffer B (Puffer A: 0,1% Trifluoressigsaure; Puffer B: 90% 
Acetonitril, 0,1% Trifluoressigsaure). Nach Beladung der Saule mit den 
gepoolten, MP52 enthaltenden Fraktionen der Heparinsaule wurde ausgiebig 
mit 10% Puffer B gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit folgendem 
Gradienten eluiert: 10 bis 50% Puffer B uber 20 Minuten und 50 bis 100% Puffer 
B uber 50 Minuten. Fraktionen zu 500 (il wurden gesammelt und sowohl im 
Western blot als auch in mit Silber gefarbten Gelen analysiert. Das MP52 
Protein eluiert unter den gewahlten Bedingungen ungefahr im Bereich von 
55 bis 65 % Acetonitril. Die Fraktionen mit MP52 wurden gepoolt. Das gleiche 
erfolgte mit den korrespondierenden Fraktionen aus der Kontrollreinigung 
von Zellkulturuberstand der mit Wildtyp-Viren infizierten Zellen. 
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Auch teilgereinigtes MP52 -Protein zeigte in einer nach 
Western blot Analyse abgeschat zten Konzentrat ion von 50 ng/ml 
eine deutliche Steigerung der ALP-Akt ivitat auf ROB-C26- 
Zellen nach drei Inkubationstagen. 

Teilgereinigtes MP52-Protein bzw. Kontrollprotein aus den entsprechend 
teilgereinigten Zellkulturiiberstanden nach Wildtyp-Viren-Infektion wurden 
mit Matrix rekohstituiert und in Ratten implantiert, um die Fahigkeit zur 
Knorpel- und Knochenbildung unter Beweis zu stellen. 

Prinzipiell sollten verschiedene dem Fachmann bekannte Matrixmaterialien 
verwendbar sein, d.h. naturliche (auch modifizierte) und synthetisch 
hergestellte Matrices, bevorzugt sind aber biokompatible, in vivo biologisch 
abbaubare porose Materialien. In diesen Experimenten wurde Knochenmatrix 
von Ratten verwendet, die im wesentlichen ahnlich wie bei Sampath et al. 
(PNAS 80 (1983), 6591-6595) beschrieben prapariert wurde. Die Rattenknochen 
(Femur und Tibia) wurden in 0,6 M HCL fur 24 Stunden entmineralisiert und 
anschliefiend noch vorhandenes Knochenmark entfernt. Nach Waschen mit 
Wasser und dreistundigem Entfetten in einem Chloroform /Methanol (1/1) 
Gemisch wurden die Knochen luftgetrocknet, tiefgefroren in einer Muhle 
pulverisiert und Partikelgrofien zwischen 400 bis 1000 |im herausgesiebt. 
Anschliefiend wurde die Matrix fur 7 Tage bei Raumtemperatur in 4 M 
Guanidinium-HCl in Gegenwart von Proteaseinhibitoren extrahiert. Nach 
extensivem Waschen mit Wasser wurde die Matrix lyophilisiert und bei 4°C 
aufbewahrt. So behandelte Matrices zeigen alleine keine knocheninduzierende 
Aktivitat mehr. 

Protein kann uber verschiedene dem Fachmann bekannte Methoden mit der 
extrahierten Knochenmatrix kombiniert werden. 

MP52-Protein bzw. Kontrollprotein, das sowohl uber Heparin Sepharose als 
auch Reversed Phase HPLC gereinigt war, wurde in der 
Acetonitril/Trifluoressigsaure Losung nach Elution mit je 25 mg Matrix pro 
Implantat vereinigt, gut gemischt, tiefgefroren und lyophilisiert. 
Fur die Implantation von matrixgebundenem MP52 wurden zwei ca. 3 Monate 
alte Ratten (Whistar) verwendet, die durch intramuskulare Injektion eines 
Narkotisierungsmittels (0,2 ml Rompun (Bayer) gemischt mit 0,5 ml Ketanest 
50 (Parke Davis) ) mit 0,14 ml pro 100 g £orpergewicht betaubt worden waren. 
Fur die Implantate wurden bilateral Taschen in der Bauchmuskulatur 
(unterhalb des Thorax, beginnend ca. 0,5 cm unterhalb des untersten 
Rippenbogens) prapariert. Das matrixgebundene MP52 (ca. 2 bis 4 tig nach 
Abschatzung auf Western blots) sowie die entsprechend matrixgebundenen 
Kontrollproteine wurden mit 0,9 %iger Kochsalzlosung (Delta Pharma) 
angefeuchtet und in die Muskeltaschen iiberfuhrt. Die Muskeltaschen sowie 
die notwendigen Hautschnitte wurden anschliefiend vernaht. Die Ratten 
wurden mit Cyclosporin A (Sandimmun) immunsupprimiert. 
Nach 18 bzw. nach 26 Tagen wurden die Implantate aus den Ratten 
entnommen und fur histologische Untersuchungen fixiert. Da das Implantat 
mit MP52 nach 26 Tagen bereits makroskopisch die Bildung von Knochen 
vermuten lief?, wurde dieses zur Anfertigung von Diinnschnitten in 
Methylmethacrylat eingebettet, die anderen Implantate wurden in Paraffin 



WO 95/04819 



• 



PCT/EP94/02630 



- 26 - 

eingebettet. Mineralisierte Knorpel- und Knochengewebe werden durch die 
von Kossa Farbetechnik (Romeis, B.; Mikroskopische Technik, Ed: Bock, P.; 
Urban und Schwarzenberg; Miinchen, Baltimore, Wien (1989)) schwarz 
hervorgehoben. Bei der Trichromfarbung nach "Masson-Goldner (Romeis, B.; 
Mikroskopische Technik, Ed: Bock, P.; Urban und Schwarzenberg; Miinchen, 
Baltimore, Wien (1989)) wird mineralisiertes Knochengewebe und Kollagen 
leuchtend griin gefarbt, Osteoid ist rot und Zytoplasma rotlich-braun. Beide 
Farbetechniken wurden auf die Implantate aus beiden Ratten angewendet. Mit 
beiden Farbetechniken konnte in beiden Versuchstieren deutliche Knorpel- 
und Knochenbildung in den Implantaten, die MP52 enthalten, nachgewiesen 
werden. Die korrespondierenden Implantate mit Kontrollprotein zeigten 
keinerlei Knorpel- oder Knochenbildung. Der Anteil an Knorpelvorstufen mit 
Chondrozyten und Knorpelarealen mit beginnender Bildung von 
Extrazellularmatrix und deren Mineralisierung in konzentrischen Kreisen ist 
in dem MP52 Implantat nach 18 Tagen hoher als in dem von 26 Tagen. Aber 
auch in dem Implantat nach 18 Tagen sind bereits reifes Knochengewebe mit 
vektorieller Osteoidbildung sowie einzelne Osteocyten im Knochen 
nachweisbar. Weiterhin sind geschlossene Ossikel mit beginnender 
Knochenmarksbildung erkennbar. Bei dem Implantat nach 26 Tagen sind auch 
noch Knorpelareale mit beginnender Matrixbildung und Kalzifizierung 
nachweisbar, der Anteil an dem griin gefarbten mineralisierten 
Knochengewebe mit Osteocyten und Osteoidsaumen hat jedoch deutlich 
zugenommen. Auch in diesem Implantat ist Knochenmarksbildung mit 
vereinzelten Fettzellvorkommen nachweisbar. Zur Veranschaulichung zeigt 
Figur 5 den farberischen Nachweis (von Kossa) des Knochenmaterials vom 
Gesamtimplantat nach 26 Tagen. In Figur 6 ist ein kleiner Ausschnitt 
desselben Implantates nach Masson-Goldner Farbung gezeigt. Es zeigt aktiven 
Knochen mit einem Saum aus kubiodalen Osteoblasten und Osteoid in dem 
einzelne eingemauerte Osteoblasten erkennbar sind. Des weiteren sind 
einzelne Osteocyten im mineralisierten Knochengewebe (im Originalpraparat 
griin angefarbt) sichtbar. Die Knochenmarkbildung ist ebenfalls nachweisbar. 

Der Versuch zeigt, dafi rekombinant erzeugtes MP52 alleine, in Kombination 
mit einer Matrix, in der Lage ist enchondrale Knochenbildung zu induzieren. 

2.2 

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde ein weiterer ektopischer 
Knochenbildungstest unter Verwendung der MP52 L-Zelltransformanten 
durchgefuhrt. MP52 produzierende (Hind EI-MP52/pABWN transfizierte) und 
nicht-produzierende (pABWN transfizierte) L-Z;ellen (1 x 10 6 Zellen) wurden 
in die beidseitige Schenkelmuskulatur von je drei mannlichen Nacktmausen 
injiziert. Nach drei Wochen wurden alle Tiere getotet, die 
Schenkelmuskulatur abgetrennt und diese sowohl mit niedrigenergetischer 
Rontgenstrahlung als auch histopathologisch untersucht. 
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Wie in Tabelle 3 aufgelistet, zeigt die Rontgenstrahlanalyse dic±ites Material an 
den InjektionssteUen im Muskelgewebe aller MP52-produzierenden L-Zellen. 
Mit histologischen Untersuchungen konnte einfache Knorpelbildung und 
kalzifizierte Knorpelbildung in den Muskeln festgestellt werden. Auch diese 
Ergebnisse bestatigen, dafi MP52 enchondodrale Knochenbildung induzieren 
kann. 

Tabelle 3: 



dichtes Material bei 

Rontgenanalyse 

Chondrocyten bei 

Histologie 

Kalzifizierende 

Knorpelbildung bei 

Histologie 



MP52 produzierende 
Zellen 
(HindHI-MP52/pABWN) 
3/3 

3/3 

3/3 



Kontrollzellen 
(pABWN) 

0/3 

0/3 

0/3 



Die durchgeftihrten Experimente bestatigen, dafi MP52 Protein die Bildung 
von Knorpel aus undifferenzierten Mesenchymzellen, sowie die 
Differenzierung und Reifung von Osteoblasten stimuliert Dies fuhrt zu.einer 
enchondralen Knochenbildung, die der Induktionskaskade bei- der 
embryonalen Knochenbildung und der Knochenheilung bei Frakturen gleicht. 

Die in den Versuchen aufgefuhrten Bedingungen sind als Illustration der 
MP52 Aktivitat und nicht als Begrenzung zu betrachten. Die Erfindung kann 
auch in anderer Form untersucht und charakterisiert werden. 

Fiir die in der Anmeldung genannten Zellinien und Plasmide 

sind als Anlage die Hinterlegungsbescheinigungen beigefugt, aus 

denen die Hinterlegungsangaben ersichtlich sind. 
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O DAP EST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Biopharm GmbH 
Posrfach 101425 
6900 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR 


Accession number given by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY; 


SKL 52 (H3) MP12 


DSM 7 3 53 


II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR TAXONOMIC DESIGNATION 


The microorganism identified under I. above waa accompanied by 




( iC ) a scientific description 

( ) a proposed taxonomic designation 




(Mark with a cross where applicable) 




ni. RECEIPT AND ACCEPTANCE 


ThU International Depositary Authority accepts this microorganism identified under I. above, which wa* received by ic 
on 1992^12-10 (Date of original depoeit J 1 


JV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The microorganism identified under I above w&* received by this International Depositary Authority wn 

(date of original deposit) and a request to convert the original depoeit to a deposit under the Budapest Treaty wu 

received by it on (date of receipt of request for conversion). 


j V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM -DEUTSCHE SAMMLUNC VON 

MTKROORGAN1SMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 

Adress: Maecheroder Weg 1 2 
D-3J00 Braunschweig 1 


Si?naxure(e) of person (e) having the power 

te represent the International Depositary Authority 

or of authorised official (•): 

Date: 1992-12-15 



Where Rule 6.4(d) applies, such date U the date on which the status of international depositary authority was acquired. 



,BP/ M .o 4 .^0 5 « 705068 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 

roil txe purposes or ^atlkt rkuCEI>Uni 



INTERNATIONAL FORM 



Biophann GmbH 
Fost.fach 10 14 25 
6900 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE Or AN ORIGINAL DEPOSIT 
iaeued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


l. IDENTIFICATION OP THE MICROORGANISM 


Identification reference riven by the DEPOSITOR 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY ; 


Lambda 2,7,4 


DSM 7387 


II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND /OR TAXONOMIC DESIGNATION 


The tnicroerfantsm identified under L above was accompanied by: 




( X ) a scientific description 

( X ) a proposed tixonomie designation 




(Mark with a cross whin applicable) 




III- RECEIPT AND ACCEPTANCE 


Thii International Depositary Authoriry accoptf thi« arucroorgamarn identified undej- I- above, which wo* received by it 
on 1993-01-13 (Date of onnnal depoeit) 1 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The microcrganisrn identified under I above was received by this International Depositary Authority on 

(date of original deposit) and a request to convert tbc original depoiit to a depoiit under the Budapest Treaty was 

received by it on (date of receipt of requcit for conversion). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHOPJTY 


Nuns: D3M- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTURSN GmbH 

Adreae: Maecheroder Weg 1 B 
D-5300 Braunschweig 


Sig-nature(e) of person(c) having the power 

io repretent tho International Depositary Authority 

or of authorised official (s): 

l>««: 1993-01-15 



Where Rule 6.4(d) applies, auch date is the date on which the staiu« of international depoeitary authority was acquired. 



Form DSM-BP/4 ^ae-lo, pas*} °ef>*0506S S4 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF Ml CEO ORGANISMS 
FOR THE PURPOSE Or F AT11NT i'KUt'eDu'ia 



INTERNATIONAL FORM 



Biopharm GmbH 
czernyring 22 
D-69115 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule T.l by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at tb* bottom of this p»fe 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference fiven by the DEPOSITOR 


AcceMion number given by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 


SK52L15 . 1MP2 5 


DSM 8421 


II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR TAXONOMIC DESIGNATION 


The microorganism identified undir I. above wai accompanied by: 




( X ) » scientific description 

( ) % proposed cuconomic designation 




(Maxk with a eroat where applicable) 




III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 


This International Depositary Aushority accept* thu rnicroorgaaiam identified under I. above, which was received by it 
on 1993-07-16 (Date of oriffinaJ deposit) 1 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The microorganism identified under I above *u received by (hit International Depository Authority on 

(dxte of original deposit) and a request to convert the original deposit co a depoeit under the Budapest Treaty was 

received by it on (date of receipt of requett for conversion). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Noma: DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZEIXKULTUREN GmbH 


Siffnature(e) of perBon(e) having tfat power 

to represent the International Depositary Authority 

or of authoriied ofTiciai(e): 


Adrese: Maacheroder Wip l B 
D-3S124 Braunschweig 


D.te: 1993-07-21 



Whore Rule 6.4(d) applies, such cat* is the date on which the status of intemationaJ depositary authority was acquired. 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 

recognition or the deposit or microorganisms 

FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Biopharm GmbH 




Postfach 10 14 15 
69004 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference pvm by the DEPOSITOR-- 
p2616 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 9203 


H. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 


The rnicxoeri*aaiflm identified uad«r I. above was accompanied by: 


• >■ 


(X ) * scientific description 

( ) & proposed c axon o cue designation 




[M*rk with a ero« where applicable). 




HI. RECEIPT AND ACCEPTANCE 


TniM International Depositary Authority accepts the microors*ni»rn identified under I. above, which was received by 
it on 1994—05-17 (Date of tne original deposit) 1 . 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The microorganism identlGed under 1 above was received by thU Interactional Depositary Authority on 

(date of original depoiit) and a request to convert the original deposit to & deposit under the Budapest Treaty w»* 

received by It OR (date of receipt of request for conversion). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM-DEUTSCEE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLXULTU3LEN GmbH 

Address: Mascheroder Wee; lb 

D-38124 Braunschweig 


Si£nature(s) of persoD(s) having the power 

to represent the International Depositary Authority 

or of authorized cfficial(t): 

Dm.: 1994-05-19 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, auch date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 



Form DSM-BP/< (sole pace) l=/«3 
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BUD A? C?T TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Biophara GmbH 




Postfach 10 14 25 
69004 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this pare 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 

pBP!MP52s 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 9217 


n. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 


The microorranbrn identified under L above *ti accompanied by: 




(X ) a scientific description 

( ) x proposed taxonomic designation 




(Mark witn a eroit where applicable). 




IIL RECEIPT AND ACCEPTANCE 


Thu International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which woa received by 
it on 1994-05-2 4 (Date of the original deposit) 1 . 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The micro organism identified under I above was received by tfaii International Depositary Authority on 

(date of original deposit) end a request to convert the original deposit cc a deposit under the Budapest Treaty was 

reserved by it on (dote of receipt of requert for convenicn). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTKOPJTY 


Name: DSM-DEUTSCEE SAMMLUNC VON 

MIKROORCANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Signature(s) of person(f) having the powe^ 

to represent ths International Depositary Authority 

or of authorised ofTicial(s): 

Dite: 1994-05-25 



Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date or. which the status of International depositary authority was acquired. 



Fcrrn DSM-BP/4 (sole page) 12/93 
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BUDAPEST TREATY OK THE INTERN ATI ON AX 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR TEE PVRP03ES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Biopharm GmbH 




Postfach 10 14 15 
69004 Heidelberg 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
iatued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this pate 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification referenca given by Che DEPOSITOR; 
pSG52s 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 9 2 04 


11. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND /OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 


Tht microorganism identified under I. above «&3 accompanied by; 




(X ) a aeientific description 

{ ) a proposed taxonomic designation 




(Mark with & croai whero applicable). 




III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 


Thil International Depositary Authority aeeepta the microorganism identified under I. above, which waa received by 
it on 1994-05-17 (Date of the original deposit) 1 . 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The microorganism identified under I above wai received by tfcia Internationa! Depositary Authority on 

(data of original depoait) and i request to convert the original deposit to a deposit under the Budap«t Treaty was 

received by it on (date of receipt of request tor converaiotj). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Adorers: Mazcheroder W e g lb 

D -38 154 Braunacnweig 


Signarure(a) of penon(i) having the power 

to represent the International Depositary Authority 

or of authorised official (s): 

©we: 1994-05-19 





WO 95/04819 
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SEQ ID NO. 1 

ART DER SEQUENZ : Nukleinsauresequenz 
NAME UND HERKUNFT: MP-52-DNA 
LANGE: 2703 Nukleotide 

CCATGGCCTCGAAAGGGCAGCGGTGATTTTTTTCACATAAATATATCGCACTTT^AATGAG 
TTTAGACAGCATGACATCAGAGAGTAATTAAATTGGTTTGGGTTGGAATTCCGTTTCCAA 
TTCCTGAGTTCAGGTTTGTAAAAGATTTTTCTGAGCACCTGCAGGCCTGTGAGTGTGTGT 
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAAGTATTTTCACTGGAAAGGATTCAAAACTA 
GGGGGAAAAAAAAACTGGAGCACACAGGCAGCATTACGCCATTCTTCCTTCTTGGAAAAA 
TCCCTCAGCCTTATACAAGCCTCCTTCAAGCCCTCAGTCAGTTGTGCAGGAGAAAGGGGG 
CGGTTGGCTTTCTCCTTTCAAGAACGAGTTATTTTCAGCTGCTGACTGGAGACGGTGCAC 
GTCTGGATACGAGAGCATTTCCACTATGGGACTGGATACAAACACACACCCGGCAGACTT 
CAAGAGTCTCAGACTGAGGAGAAAGCCTTTCCTTCTGCTGCTACTGCTGCTGCCGCTGCT 
TTTGAAAGTCCACTCCTTTCATGGTTTTTCCTGCCAAACCAGAGGCACCTTTGCTGCTGC 
CGCTGTTCTCTTTGGTGTCATTCAGCGGCTGGCCAGAGGATGAGACTCCCCAAACTCCTC 
ACTTTCTTGCTTTGGTACCTGGCTTGGCTGGACCTGGAATTCATCTGCACTGTGTTGGGT 
GCCCCTGACTTGGGCCAGAGACCCCAGGGGACCAGGCCAGGATTGGCCAAAGCAGAGGCC 
AAGGAGAGGCCCCCCCTGGCCCGGAACGTCTTCAGGCCAGGGGGTCACAGCTATGGTGGG 
GGGGCCACCAATGCCAATGCCAGGGCAAAGGGAGGCACCGGGCAGACAGGAGGCCTGACA 
CAGCCCAAGAAGGATGAACCCAAAAAGCTGCCCCCCAGACCGGGCGGCCCTGAACCCAAG 
CCAGGACACCCTCCCCAAACAAGGCAGGCTACAGCCCGGACTGTGACCCCAAAAGGACAG 
CTTCCCGGAGGCAAGGCACCCCCAAAAGCAGGATCTGTCCCCAGCTCCTTCCTGCTGAAG 
AAGGCCAGGGAGCCCGGGCCCCCACGAGAGCCCAAGGAGCCGTTTCGCCCACCCCCCATC 
ACACCCCACGAGTACATGCTCTCGCTGTACAGGACGCTGTCCGATGCTGACAGAAAGGGA 
GGCAACAGCAGCGTGAAGTTGGAGGCTGGCCTGGCCAACACCATCACCAGCTTTATTGAC 
AAAGGGCAAGATGACCGAGGTCCCGTGGTCAGGAAGCAGAGGTACGTGTTTGACATTAGT 
GCCCTGGAGAAGGATGGGCTGCTGGGGGCCGAGCTGCGGATCTTGCGGAAGAAGCCCTCG 
GACACGGCCAAGCCAGCGGCCCCCGGAGGCGGGCGGGCTGCCCAGCTGAAGCTGTCCAGC 
TGCCCCAGCGGCCGGCAGCCGGCCTCCTTGCTGGATGTGCGCTCCGTGCCAGGCCTGGAC 
GGATCTGGCTGGGAGGTGTTCGACATCTGGAAGCTCTTCCGAAACTTTAAGAACTCGGCC 
CAGCTGTGCCTGGAGCTGGAGGCCTGGGAACGGGGCAGGGCCGTGGACCTCCGTGGCCTG 
GGCTTCGACCGCGCCGCCCGGCAGGTCCACGAGAAGGCCCTGTTCCTGGTGTTTGGCCGC 
ACCAAGAAACGGGACCTGTTCTTTAATGAGATTAAGGCCCGCTCTGGCCAGGACGATAAG 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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ACCGTGTATGAGTACCTGTTCAGCCAGCGGCGAAAACGGCGGGCCCCACTGGCCACTCGC 
CAGGGCAAGCGACCCAGCAAGAACCTTAAGGCTCGCTGCAGTCGGAAGGCACTGCATGTC 
AACTTCAAGGACATGGGCTGGGACGACTGGATCATCGCACCCCTTGAGTACGAGGCTTTC 
CACTGCGAGGGGCTGTGCGAGTTCCCATTGCGCTCCCACCTGGAGCCCACGAATCATGCA 
GTCATCCAGACCCTGATGAACTCCATGGACCCCGAGTCCACACCACCCACCTGCTGTGTG 
CCCACGCGGCTGAGTCCCATCAGCATCCTCTTCATTGACTCTGCCAACAACGTGGTGTAT 
AAGCAGTATGAGGACATGGTCGTGGAGTCGTGTGGCTGCAGGTAGCAGCACTGGCCCTCT 
GTCTTCCTGGGTGGCACATCCCAAGAGCCCCTTCCTGCACTCCTGGAATCACAGAGGGGT 
CAGGAAGCTGTGGCAGGAGCATCTACACAGCTTGGGTGAAAGGGGATTCCAATAAGCTTG 
CTCGCTCTCTGAGTGTGACTTGGGCTAAAGGCCCCCTTTTATCCACAAGTTCCCCTGGCT 
GAGGATTGCTGCCCGTCTGCTGATGTGACCAGTGGCAGGCACAGGTCCAGGGAGACAGAC 
TCTGAATGGGACTGAGT'CCCAGGAAACAGTGCTTTCCGATGAGACTCAGCCCACCATTTC 
TCCTCACCTGGGCCTTCTCAGCCTCTGGACTCTCCTAAGCACCTCTCAGGAGAGCCACAG 
GTGCCACTGCCTCCTCAAATCACATTTGTGCCTGGTGACTTCCTGTCCCTGGGACAGTTG 
AGAAGCTGACTGGGCAAGAGTGGGAGAGAAGAGGAGAGGGCTTGGATAGAGTTGAGGAGT 
GTGAGGCTGTTAGACTGTTAGATTTAAATGTATATTGATGAGATAAAAAGCAAAACTGTG 
CCT 



ERSATZ8I ATI (REGEL 26) 
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SEQ ID NO: 2 

ART DER SEQUENZ : Aminosaureseguenz 
NAME UND HERKUNFT : MP-52 -Protein 
LAUGE : 501 Aminosauren 



MRLPKLLTFL LWYLAWLDLE FICTVLGAPD LGQRPQGTRP GLAKAEAKER 

PPIARNVFRP" GGHSYGGGAT NANARAKGGT GQTGGLTQPK KDEPKKLPPR 

PGGPEPKPGH PPOTRQATAR TVTPKGQLPG GKAPPKAGSV PSSFLLKKAR" 

EPGPPREPKE PFRPPPITPH EYMLSLYRTL SDADRKGGNS SVKLEAGLAN 

TITSFIDKGQ DDRGPWRKQ RYVFDISALE KDGLLGAELR ILRKKPSDTA 

KPAAPGGGRA AQLKLSSCPS GRQPASLLDV RSVPGLDGSG WEVFDIWKLF 

RNFKNSAQLC LELEAWERGR AVDLRGLGFD RAARQVHEKA LFLVFGRTKK 

RDLFFNEIKA RSGQDDKTVY EYLFSQRRKR RAPLATRQGK RPSKNLKARC 

SRKALHVNFK DMGWDDWIIA PLEYEAFHCE GLCEFPLRSH LEPTNHAVTQ 

TLMNSMDPES TPPTCCVPTR LSPISILFID SANNWYKQY EDMWESCGC R 
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PATENT ANS PRUCHE 



1. DNA-Molekul, das fur ein Protein der TGF-S-Familie co- 
diert und 

(a) den fur das reife Protein codierenden Anteil und 
gegebenenf alls weitere funktionelle Anteile der in 
SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genetischen Codes entsprechende Nukleotidse- 
guenz , 

(c) einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus 
(a) und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, oder 

(d) eine mit einer der Sequenzen aus (a) , (b) oder (c) 
hybridisierende Nukleotidsequenz umfafit 

unter der Voraussetzung , daS ein DNA-Molekul gemaS (d) 
zumindest den fur ein reifes Protein der TGF-S-Familie 
codierenden Anteil vollstandig enthalt. 

2. Vektor, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi er mindestens eine Kopie eines DNA-Molekuls nach 
Anspruch 1 enthalt. 

3 . Wirtszelle , 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie mit einer DNA nach Anspruch 1 oder einem Vektor 
nach Anspruch 2 transf ormiert ist . 

4. Wirtszelle nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie ein Bakterium, ein Pilz, eine pflanzliche oder 
eine tierische Zelle ist. 

5. Protein der TGF-fi-Familie , das von einer DNA-Sequenz 
nach Anspruch 1 codiert wird. 



WO 95/04819 
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6. Protein nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS es die in SEQ ID NO . 2 gezeigte Aminosauresequenz 
oder gegebenenf alls funktionelle Anteile davon auf weist . 

7. Verfahren zur Herstellung eines Proteins der TGF-S-Fami - 
lie, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man eine Wirtszelle nach Anspruch 3 oder 4 kulti- 
viert und das TGF-S-Protein aus der Zelle oder/und dem 
Kulturuberstand gewinnt . 

8 . Pharmazeutische Zusammensetzung, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sie mindestens ein Protein nach Anspruch 5 oder 6 
als Wirkstoff gegebenenf alls zusammen tnit pharmazeutisch 

ublichen Trager-, Hilfs-, Verdunnungs- oder Fullstoffen 
enthalt . 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8 zur 
Behandlung oder Prevention von Knochen-, Knorpel-, Bin- 

.degewebs-, Haut-, Schleimhaut - , Epithelial- oder Zahn- 
schadigungen , zur Anwendung bei Zahnimplantaten und zur 
Anwendung in Wundheilungs- und Gewebewiederherstellungs - 
prozessen . 

10. Antikorper oder Antikorperf ragmente , 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie an ein Protein nach Anspruch 5 oder 6 binden. 
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Fig. 1 



10 20 30 40 50 

MP 52 CSRKALHVNF KDMGWODW I I APLEYEAFHC EGLCEFPLRS HLEPTNHAVI 

BMP 2 CKRHPLYVDF SOVGWNDWIV APPGYHAFYC HGECPFPLAD HLNSTNHAIV 

BMP 4 CRRHSLYVDF SOVGWNDWIV APPGYOAFYC HGDCPFPLAD HLNSTNHAIV 

BMP 5 CKKHELYVSF ROLGWQDWI I APEGYAAFYC DGECSFPLNA HMNATNHAI V 

BMP 6 CRKHELYVSF QDLGWQDW 1 1 APKGYAANYC DGECSFPLNA HMNATNHA I V 

BMP 7 CKKHELYVSF ROLGWQDWI I APEGYAAYYC EGECAFPLNS YMNATNHA I V 

* ♦ * * * * ** *** + ** * *♦ * ******* + + **** 

60 70 80 90 100 

MP 52 OJLMNSMOPE STPPTCCVPT RLSPISILFI DSANNVVYKQ YEOMVVESCG CR 

BMP 2 QJLVNSVNS- KIPKACCVPT ELSAI SMLYL DENEKVVLKN YQDMVVEGCG CR 

BMP 4 QTLVNSVNS- SIPKACCVPT ELSAI SMLYL DEYDKVVLKN YdEMVVEGCG CR 

BMP 5 QJLVHLMFPD HVPKPCCAPT KLNAISVLYF DOSSNVILKK YRNMVVRSCG CH 

BMP 6 QTLVHLMNPE YVPKPCCAPT KLNAISVLYF DDNSNVI LKK YRNMVVRACG CH 

BMP 7 O.TLVHFINPE TVPKPCCAPT Q.LNA I SVLYF DDSSNVILKK YRNMVVRACG CH 

*** *♦♦ ♦ ♦ ♦ * ***** ***** * +*♦ * * ******** *+ 
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Fiour 2a 



Eco RI Nco I 

OD ATGAATIXXX^^^ 

BMP 2 ACGTC£OC7IXXlAA^ 

BMP 3 ATATTOGCTCGAGIGAA^ 

BMP 4 AIGIQGGCIOGAATC 

BMP 7 ACXrn3QGCia3GAGGA.CTO^ 

TGF-Sl AQGAQCT03GCT3GAACTGGAT 

TGF-S2 GGGAIUimSGiaSAAAia^ 

TGF-S3 AGGAIUIGOGCIG3AAGn3^ 

Jjihibin a AGCIQGGCTOGGAA^^ 

Inhibin ACA3XI3GCIGGAATCACIGGAT 

Inhibin Eg TC3H\XGCTOGAAOG^ 



Ficrur 2b 



Eco RI 

OID ATCAATTCGAGCTGOCJIS^ 

BMP 2 GAGITCnxnXDC3aGACZOOZA. 

BMP 3 CAIXJITIIOGCTTO^CAGCA 

BMP 4 CAOTTCACJI^ 

BMP 7 GAGCK3CXJIX3QGCX3GAGAGCA 

TGF-Sl C^G0GCCT3O3^^ 

TGF-S2 

TGF-S3 CAGGTEXXTO^ 

Inhibin a CCCT3GGAGAGGAGCAGAGGA 

Inhibin 2^ CAGCITOCnGGGCAGAC^G^ 

Inhibin Eg CTOJ1UUJ1GGGAATCGAGCA 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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M: vorgefarbter Protein -Molekuiargewichtsmarker mit den angegebenen 
apparenten Molekuiargewichten ( Gibco BRL# 26041- 020 ) 

1: Zellkulturiiberstand ( 100 »l) nach Infektion mit rekombinanten Viren 
( mit inserierter MP52 cDNA) unter reduzierenden (1% p-Mercapto- 
ethanol) Bedingungen 

2:Zellkulturiiberstand{100^l) nach Infektion mif Wildtyp Viren (ohne 
inserierte Fremd-DNA) unter reduzierenden (1% fi-Mercaptoethanol ) 
Bedingungen 

3: Zellkulturiiberstand 1 500 jul) nach Infektion mit rekombinanten Viren 
(mit inserierter MP52 cDNA) unter nicht reduzierenden Bedingungen 

4: Zellkulturiiberstand! 500 jjI) nach Infektion mit Wildtyp Viren (ohne 
inserierte Fremd-DNA) unter nicht reduzierenden Bedingungen 
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Fig. 4 



CMV/enh. 




BPV 69% fragment 
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Fig, 5 




Schnitt durch das Gesamtimptanfaf (26 Tage nach Implantation) 
angefarbf nach von Kossa. Mineralisiertes Oewebe hebt sich 
deutlich schwarz vom umgebenden Muskelgewebe ab. 
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Fig. 6 




AusschniM aus dem lmptantat(26 Tage nach Implantation) 
angefarbt nach Masson - Goldner. 
1:Saum aus Osteoblastenlrosa im Original) 
2; Osteoid ( rot im Original) 
3: Mineralisiertes Knochengewebe ( grun im Original) 
mit Osteocyten (rosa im Original) 
4 : Knochenmark { hell rosa bis orange im Original) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



E^, 



1 



iaj Application No 

r T/EP 94/02630 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/12 C07K14/51 C07K14/495 A61K38/18 C07K16/22 



According to International Patent Gasification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C07K A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p.x 



W0.A.93 16099 (BIOPHARM GESELLSCHAFT ZUR 
BIOTECHNOLOGISCHEN ENTWICKLUNG VON 
PHARMAKA) 19 August 1993 
see the whole document 

WO, A, 90 11366 (GENETICS INSTITUTE) 4 

October 1990 

see page 50 - page 83 

W0, A, 91 05802 (CREATIVE BI0M0LECUIES, 

INC. ) 2 May 1991 

see the whole document 



1-10 



1-5 
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| Further documents are listed in the continuation of box C. 


J X | Patent family members are listed in annex. 


* Special categories of cited documents : 

*A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


"T* later document published alter the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

" Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

'&' document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 


Date of mailing of the international search report 


22 November 1994 


oz.u. mi 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL • 2280 HV Rijswijk 
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daB cine sinnvolle internalJonale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



J. Anspruche Nr. . 
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Bemcrkungen hinsachtlkh dues Widerspruchs Q Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlc 

| | Die Zahlung zusaalicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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